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論文内容の要旨
ニワトリ卵白リゾチームの基質結合部位にある Trp62 ， Asp101の状態，基質との結合による触媒
基のイオン化状態の変化を円二色性 (CD) を用いて調べた。 Trp62の状態はこの残基のみを選択的に
2-ニトロフェニルスルフェニル化したリゾチーム (NPS- リゾチーム)を用いた。触媒基のひとつ
Glu 35については，ヨード酸化により Glu 35 と Trp 108の聞にエステル結合を形成させたリゾチーム
(108エステルリゾチーム)を用いた。これまでリゾチームと糖との相互作用に触媒基の Asp52の関与
は知られていなかったが， NPS- リゾチームと糖との結合の pH 依存性に Asp52が関与することか涼
されたので，ニワトリ・リゾチームと N-アセチルグルコサミン (GlcNAc) 単量体との相互作用を
詳しく調べた。ニワトリ・リゾチームの Asp101の関与は，この残基が Gly に置換しているシチメン
チョウ・リゾチームを用いて比較した。
糖の結合定数は CD および蛍光測定により求めた。
ニワトリ・リゾチームー糖複合体の X線解析より， (GlcNAc)3, (GlcNAc)2，および GlcNAc は，
それぞれ，サブサイト ABC ， BC , C に結合することが示されている。 108エステルリゾチームに対
する (GlcNAc)2 と GlcNAc の βーメチル配糖体(かMe-GlcNAc) の結合定数は， pH5.2以下では，
未修飾リゾチームの場合と全く一致した。そして，この pH 以上では， 108エステルリゾチームの結合
定数は一定になるが，未修飾リゾチームの場合は pK6.0の解離基の解離に伴って減少した。このこと
から，糖の結合に関与する pK6.0の解離基は Glu35で、あることが明らかになった。また，エステル化
で BC サイトのコンホメーションは変化しないことがわかった。 (G lcNAc)2がニワトリ・リゾチームに
結合すると Glu35の pK は 6.0から 6.5 に， Asp101 の pK は 4.4から 4.0 に変化した。倉光らは， (GlcNｭ
AC)3の結合定数の pH 依存性をニワトリ・リゾチームとシチメンチョウ・リゾチームで比較して，前
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者では， Glu35 と Aspl0lが関与することを報告した。この場合， Aspl0lの pK 移動(-1. 0) は (G­
lcNAc )2の場合よりも大きく， (GlcNAc)3は A と Bサイトで Aspl0l と水素結合するという X線解析の
結果ともよく合っている。
NPS- リゾチームは，活性の pH 依存性や金属イオンとの相互作用を調べるとニワトリ・リゾチー
ムのもとのコンホメーションをかなり保持していることがわかった。 NPS 発信団にもとづく 375nm
の CD 帯の pH 変化から， Trp62とその近傍の状態は近くに存在する Asp 101のみならず，遠く離れ
た Glu35のイオン化と連動して変化することが示された。 NPS- リゾチームに対する β'-Me-G lcNAc 
の結合定数の pH 依存性には，唯一の転移しかみられず\ごの糖の結合によって Asp52の pK が3.3 か
ら 3.8に移動した。また， (GlcNAc)3あるいは(GlcNAc)2の NPS リゾチームへの結合には Asp 101 , 
Glu35以外に Asp52が関与し，それらの結合様式は未修飾リゾチームの場合と少し異なっている。
β'-Me-GlcNAc がシチメンチョウ・リゾチームに結合すると， Asp52 と Glu35の pK がそれぞれ，
3.5から 3.9， 6.0から 6.5に移動しニワトリ・リゾチームの場合には，さらに Aspl0lの pK が4.0に変
化した。 X繍卒析により GlcNAc 単量体は Aspl0l と直接，相互作用しないことが示されているにもか
かわらず Aspl0lの解離によってかMe-GlcNAc の結合定数が変化することは糖の結合に重要な Trp
62とその近傍の状態が Aspl0lの解離の影響をうけるためであろう。
ニワトリ・リゾチームとシチメンチョウ・リゾチームに対する a-Me-GlcNAc の結合定数の pH依
存性はよく似ていて Glu35の pK が6.0から 6.5，および， Aspl0l と同じ pK 値をもっ解離基のpK が
4.4から約3.7に移動した O この解離基は Asp52の近くに存在する Asp48で、あると考えられる。
108エステルリゾチームに対する (GlcNAc)3の結合定数は， (GlcNAc)2や β'-Me-GlcNAc の結合の
場合と異なり，すべての pH で未修飾リゾチームの場合より大きかった。これは糖が BCD サイトに
も結合できるように Dサイトが変化したためと考えられる。各サブサイトが独立で、あると仮定すると，
108エステルリゾチームの Dサイトへの糖の結合の標準自由エネルギ一変化(ムGu， D) は -1.8kcal/
mole (pH5) と求められる。ムGu ， D の pH依存性から Dサイトに糖が結合すると Asp52のpK が変化す
ることも示唆された。
論文の審査結果の要旨
ニワトリ卵白リゾチームの活性部位(サブサイト A~F より成る)には，触媒基 Glu35 ， Asp52の
他に，基質との結合に関与する Aspl0l ， Trp62, Trp63, Trpl08 がある。中江君の論文は基質ア
ナログである Nーアセチルグルコサミンオリゴ糖との相互作用を種々の pH において詳細に調べ，
基質アナログとの結合による Glu35 ， Asp52, Aspl0l , Trp62の状態変化を明らかにした。論文は次
の 3 つから成る。
(1) Trp62を 2-ニトロフェニルスルフェニル化したリゾチームの色素に基づく円二色性の pH 変化か
ら， Trp62の1犬態が Glu35のイオン化によって変化することを明らかにした。この修飾リゾチームと
糖との相互作用に Asp52の関与することを見出した。
(2)糖との結合に関与するニワトリ・リゾチームの Aspl0l が Gly に置換しているシチメンチョウ・リ
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ゾチームと糖との相互作用を調べ，ニワトリ・リゾチームと糖との相互作用による Aspl0lのイオン
化状態の変化を明らかにした。また， N-アセチルグルコサミンの αーメチルおよび βーメチル配糖体
の相互作用を調べ Asp52の関与を明らかにした。
(3) ヨード酸化により Glu35 と Trpl08の聞にエステル結合をつくらせたリゾチームと糖との相互作用
を調べ， Glu35の関与を明らかにした。また，この修飾によってサプサイト B ， C の状態は変化しない
が，サブサイト Dの状態が変化し，サプサイト D と糖との相互作用を推定することができた。
以上のように，中江君の研究はリゾチームの活性部位に存在するいくつかの残基の状態を明らかに
し，リゾチームの触媒機構解明のためのもっとも基本的で重要な貢献であると考えられる。従って，
この論文は理学博士の学位論文として十分価値あるものと認める。
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